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(Si) Adressierbares modulares Erkennungssystem, seine Herstellung und Verwendung 

® Die vorliegende Erfindung betrifft ein Erkennungssy- 
stem enthaltend 

(a) mindestens eine immobilisierte Bindungskomponente 
A mit mindestens einer Bindestelle fur die Erkennungs- 
spezie B und 

(b) rnindeslens eine Erkennungsspe/ie B, die an die Bin- 
dungskomponente A binden kann. 
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Bcschreibung 



Die vorlicgcndc Mrfindung betrifflcin Erkennungssystem 
cnlhallend 



5 



(a) ntindcslcns cine imniobilisierle Bindungskompo- 
ncnic A mil niindcsicns ciner Bindestellc fur die Mr- 
kcnnungsspczie li und 

(b) niindcsicns cine Mrkcnnungsspc/ie B, die an die 
liindungskomponcnlc A binden kann. 10 

Arrays sind Anordnungcn von immobilisicrtcn Mrkcn- 
nungsspc/.icn, die spe/.icll in dcr Analytik und Diagnoslik 
cine wichiigc Rollc bci dcr simullancn Bcslimmung von 
Analyicn spieicn. Beispiclc sind Peptide- Arrays 0 7 odor el 15 
al., Nature 1993, 3(>4. 555) und Nuclcinsaurc-Arrays (Sout- 
hern el al. Genomics 1992, 13, 1(X)8; U.S. Palcnl Nr. 
5.632.957). 

In dcr experiincnicllen Analylik lassen Arrays durch die 
lokalisiertc Mrzcugung von Mrcignisscn cine besondcrs cin- 20 
fachc, sch nc lie und rcprodu/.ierbare Dalcnanalysc zu. Bci- 
spiclc hicrfiir reichen voiu physikalisehcn Mchrkanaldeick- 
lor bis hin zu Mikroiiierplatlen in dcr Labonncdizin. 

Arrays diencn auch zur Spcicherung und Vcrarbcitung 
von In formal ioncn und sind das grundlcgcnde Konslrukli- 25 
onselemeni dcr Nanoiechnologie. 

Wciicrc wichiigc Anwendungsberciche sind in dcr Biolo- 
gic. Biochcmic. Mcdi/.in und Pharmacologic zu finden. So 
wird in MP- A 1-0 46 1 462 cin Immunoassay beschricben, bci 
dem fcldartig positionicric und immobilisiertc Anligcnc mil 30 
cineni txlcr mchrcren Anlikorpcrn in Kontakl gcbracht wer- 
den. In WO 96/01836 wird bcispiclswcisc cin Array von 
DNA-Molekiilen untcrschiedliclicr Sequeiiz beschrieben, 
dcr zur Deickiion von Gcnabschniltcn dicnlc und so bci- 
spiclswcisc zur Diagnose pathogener Baklcricn ruhrle, 35 

Immobilisicrung durch supramolckularc Wcchsclwirkun- 
gen sind auch aufcterhalb dcr Array-Anwendungcn bckannl. 
So konnen Tragcr mil Anli- Anlikorpcrn ubcr cin kovalcni 
an den Tragcr gebundencs Antigen fixiert werden. Die Ana- 
lylik von Immunoassays basien wciigchcnd auf Mnzym-Im- 40 
munoassays (MI As), bci denen cine enzymatisch kalalysiertc 
Rcaklion die Priiscnz cincs Aniigen-Antikorper- oder cincs 
Ahligen-Antikorpcr-Anlianlikorpcr-Komplcxes anzcigt. 
Mine dcr am Komplex beiciligten Minhcilcn isl hicrbci cnl- 
weder an cineni Tragcr imntobilisicrt odcr sclbst cin Tragcr, 45 
z. B. in I'orm von Gcwebsbcslandlcilen. 

Dcranigc Signal vers! arkungsverf ah ren haben jedoch ins- 
besonderc bcziiglich dcr VerlaBlichkcil dcr qualiiativcn 
Aussagc wic auch dcr Quamifizicrung Nachlcilc. Min beson- 
dcrcr Nachlcil von mi ni atari si crlcn Arrays sind dcr Auf- 50 
wand und die Koslcn bci dcr TTcrslcllung. 

Aufgabe dcr vorlicgcndcn Mrfindung war dahcr, cin Mr- 
kcnnungssysicm zu finden, daseinfach, zuvcrlassig, hochsc- 
Ickliv und zudem billig isl. 

Gcgensiand dcr vorlicgcndcn lirlindung isl dahcr cin Mr- 55 
kennungssystem cnihalicnd 

(a) niindcsicns cine imniobilisierle Bindungskompo- 
nenlc A mil niindcsicns ciner Bindeslellc fur die Mr- 
kennungsspezie B und 60 

(b) niindcsicns cine Mrkcnnungsspczie B, die an die 
Bindungskomponcnic A binden kann. 

Mine bevorzugtc AusfUhrungsform isl cin Mrkcnnungssy- 
stcm. bci dcni die Bindung dcr Bindungskomponcnic A an 65 
die Mrkcnnungsspczie B in 1'orm cincs molckularen Paa- 
rungssyslems crfolgl. 

Solchc Paarungssysleme sind supramolckularc Sysicmc 



nicht-kovalenter Wechselwirkung, die sich durch Selekti vi- 
tal, Stabilitat und Reversiblitat auszeichnen, und dercn Ei- 
genschaften bevorzugt thermodynamisch, d. h. durch Tem- 
peralur, pH-Werl und Konzenlralion heeinfluBt werden. Sol- 
che Paarungssysleme konnen z. B. aufgrund ihrer selekti ven 
Eigenschaften auch als "rnolekularer KlebstofT fur die Zu- 
samrnenfuhrung von unterschiedlichen Metal lclu stem zu 
Cluster-Verbanden mil polemic II neuen Higensch alien vcr- 
wendet werden |siehc z. B. R. L. Leisinger, ci al., Nature 
1996, 382, 607-9; P. G. Schuliz el al., Nature 1996, 382, 
609-11]. 

Daher isl cs besondcrs vorleilhaft, wenn das Paarungssy- 
slcm einen Komplex darstellt, dcr durch Assozialion der 
Bindungskomponcntc A mil der Mrkcnnungsspczie B iiher 
nichlkovalcntc Wcchsclwirkungcn gcbildcl wird. Die nicht- 
kovalenten Wcchsclwirkungcn sind insbesonderc Wasser- 
sloffbrOcken, SalzbrOcken, Stapclungcn ("Slacking"), Me- 
tal ligandicrungen, Charge-Trans fcr-Kornplcxc und hydro- 
phobe Wcchsclwirkungcn. 

In eincr besondcren A us runnings form cmhalt das molc- 
kulare Paarungssystcm gcrnafi dcr vorlicgcndcn Mrfindung 
cine Nuclcinsaurc und dercn Analoga, insbesonderc in Form 
ciner Pentose, vorzugsweisc ciner Pcntopyranosc odcr Pcn- 
tofuranosc. Im allgcmcincn isl die Pentose ausgcwahll aus 
ciner Ribosc, Arabinose, Lyxose oder Xylose. Besondcrs 
bcvorzugl isl Pyranosyl-RNA (p-RNA), Nuclcinsaurc mil 
ciner odcr mchrcren Aniinocyclohexylcthansaurc(CNA)- 
Einheilcn, peptidische Nuclcinsaurc (PNA), oder ciner Nu- 
clcinsaurc mil ciner oder mchrcren [2-Amino-4-(carbox- 
ymelhyl)cyclohcxyl]-Nucleobascn. Besondcrs bevorzugt 
sind Pyranosyl-Nucleinsaurcn (p-NA's) und vor a! lem p- 
RNA's. 

p-NA's sind i in allgcmcincn zur naturlichcn RNA isomerc 
Slruklurtypcn, bci denen die Pcntosc-Minhcitcn in der Pyra- 
noscform vorlicgcn und durch Phosphodicslergruppcn zwi- 
schen den Posiiioncn ('-2' und C-4' repctiliv vcrknupfl sind. 
Untcr "Nuclcobasc" werden dabci die kanonischen Nuclco- 
bascn A; T, U, C, G, aber auch die Paarc Isoguanin/Isocyto- 
sin und 2,6-Diarninopurin/Xanthin und im Sinnc der vorlic- 
gcndcn Mrfindung auch andere Purine und Pyrimidine wie 
Purin, 2,6-Diaminopurin, 6-Purinthiol, Pyridin, Pyrimidin, 
Isoguanin, 6-Thioguanin, Xanlhin, Hypoxanthin, Isocyto- 
sin, Indol, Trypiamin, N-Phlhaloyllryptamin, Goflcin, Theo- 
bromin, Thcophyllin, Bcnzotriazol odcr Acridin, verslan- 
den, und vorzugsweisc Ribopyranosyladcnosin, Ribopyra- 
nosylguanosin, Ribopyranosylthymidin, Ribopyranosylcy- 
losin, Ribopyranosyltryplamin odcr Ribopyranosyl-N- 
phlhalotryplamin, Ribopyranosy I- uracil <xlcr dercn |2- 
Amino-4-(carboxyniclhyI)-ribopyranosyl | -Deri vale. 

p-NA's, und /.war die von dcr Ribosc abgclcilcle p- 
RNA's, wurden /.urn crslcnmal von Mschenmoscr el al. be- 
schrieben (Uclv. Chim. Acta 1993. 76, 2161: llelv. Chim 
Acta 1995, 78, 1621; Angcw. Chcm. 1996, 108, 
1619 -1623). Sic bilden ausschlicBlich sogcnannlc Watson- 
Crick-gcpaartc, d. h. Purin- Pyrimidin- und Purin- l*urin-gc- 
paartc, aniiparallcle, revcrsibel "schmclzcndc", quasi-li- 
ncarc und stabile Dupliccs. ITomochiralc p-RNA-Slrangc 
cntgcgcngcsci/.tcn Chiralilaissinns paarcn cbenfalls konlrol- 
licrbar und sind in dcr gcbildelen Duplex sireng nicht-hcli- 
cal. Dicsc fur den Aufbau supraniolckularcr Minhciicn wcrl- 
vollc Spczifital hiingl mil dcr rclativ geringen Mcxibilital 
des Ribopyranosephosphai-Riickgrats so wie mil dcr siarkcn 
Ncigung dcr Bascncbcnc zur Sirangachsc und dcr hicraus 
folgcnden Tcndenz zu inicrcatcnarer Bascnsiapclung ini rc- 
sullierendcn Duplex zusammcn und laBl sich lcl/.lich auf die 
Teilnahnic cincs 2',4"-cis-disubstiiuicrien Ribopyranosc- 
rings am Aufbau des Riickgrates zuruckfuhrcn. 

Dicsc wescnilich bessercn Paarungscigcnschaflcn ma- 



DE 197 41 716 Al 



3 



chcn p-NA's gcgenGrjcrDNA und RNA fijr die Anwendung 
dcs Aufbaus supramolckularcr Einhcitcn zu bcvorzuglcn 
Paarungssyslcmcn. Sic bilden cin y.u naiiirlichcn Nuclei n- 
siiuren orthogonnles Puarungsysiem. d. h. sie paaren nichl 
mil in dcr naiiirlich Eonu vorkommenden DNA's und 5 
RNA's. was i in hesondcrcn ini diagnosiischcn Bcreich vor- 
leilhafl isl. 

p-NA s eignen sich dahcr besonders fur die Anwendung 
ini Bcreich dcr Nanoicchnologic. beispielswcisc zur Her- 
sicllung neucr Maicrialicn, Diagnoslika und Thcrapculika 10 
sowic mikroclekironiseher. phoionischcr b/.w. oploclckl.ro- 
ni seller Bauicile und I'iir das konirollicrtc Zusammenfuhren 
molckularer Species /.u supraniolckularcn Einhcitcn, wie 
/.. B. fiir den (komhinjiorisehen) Aufbau von Prolcinasscm- 
blics |siehc /. B. A. Lombardi. J. W. Bryson, W. V. De- 15 
(irado. Biomolekiils (Pcpi. Sci.) IW7, 40. 495 5041. da p- 
NA's. und besonders p-RN Vs Pajrungssysiemc bilden, die 
si ark und ihcrmodynuiiiisch kuntrollierbar sind. Einc wei- 
icre Anwendung crgibi sich dahcr gerade ini diagnosiischcn 
und drug discovcry-Bereieh ikireh die Moglichkcil, funklio- 20 
nellc. bcvor/ugl biologische Einheilcn wie Proleine odcr 
DNA/RNA-Abschnillc. /.. B. mil cinem p-RNA-Codc zu 
verschen, dcr nichl mil den naiiirlichcn Nuclei nsiiuren inlcr- 
fcricri (siche z. B. WO93/20242). 

Die I^angedcr Nuclei nsiiu re und dcren Analoga isl gemaB 25 
dcr vorlicgcndcn Erlindung mindestens ca. 4 50. vor/.ugs- 
wcisc mindestens ca. 4 25. inshesondere mindestens ca. 
4 15, vor allem mindcsiens ca. 4 10 Nuklcolidc. 

lin allgemeinen isl die Bindungskomponente A an cincin 
Tragcr immobilisierl. 30 

Unlcr dem Bcgrifi* "immobilisierl" vcrsichi man im Sinnc 
dcr vorlicgcndcn Erfindung die Ausbildung einer kovalcn- 
teu Bindung, quasi-kovalcnien Biiulung oder supramoleku- 
laren Bindung durch Asso/.iaiion von zwei odcr mchrcrcn 
molckularcn Spc/ien wie linear konsiiiuienc Molckule, ins- :*5 
besondcre Peplidc, Pcploide, Proleine. linearc Oligo- odcr 
Polysaccharide, Nuclcinsauren und dcren Analoga, odcr 
Monomcrc wie Ileterocyclen, inshesondere SlickstolThcte- 
rocyclen. odcr nichl linear konsiituiertc Molckule wie ver- 
/.wcigie Oligo- odcr Polysaccharide <xler Aniikorpcr und dc- 40 
rcn funklionellc Tcilc. Eunkiioncllc Tcilc von Aniikorpcr 
sind beispielswcisc Ev-1 Yagmenle (Skcrra Pliicklhun (1988) 
Science 240. 1038), cin/clkcliige I-V-l-Vagmcnic (scl'v; Bird 
el al. (1988), Science 242, 423: ITusion el al. (1988) Proc. 
Natl. Acad. Sci. U.S.A.. 85, 5879) odcr Eab-Eragmcnic 45 
(Better cl al. (1988) Science 240, 1041). 

Die Tragerung crfolgl somil im allgemeinen kovalcnl, 
quasi-kovalent, supramolckular cxler physikalisch wie ma- 
gnclisch (A. R. Shcpard el al. ( 1 997) Nucleic Acids Res.. 25, 
3183 3185. Nr. 15), im clekirischen I'eld odcr durch cinen 50 
Molekularsieh. Die Bindungskomponente A wird hierdurch 
cniwcdcr dirckt an der Position dcs Tragcrs synlhelisicn 
odcr an bcstinunic Posilioncn dcs Tragcrs "gclinki". Bci- 
spielc sind Konjugalions- und Tragerverfahren iibcr Pcrjo- 
daloxidation und rcduklivcr Aminicrung der Schifibasc. N- 55 
Hydroxisuccinimidcstcr von vor/ugsweisc Dicarbonsaurc- 
linker. Eihylcndaminphosphoamidai linker, Mcrcapio-, Jo- 
daceiyl- oder Malcinimido-Vcrfahrcn und/oder kovalcnlc 
cxler nichl- kovalcnlc Bioiin-Linker- Verfahren. 

A Is Tragermalcrialicn eigenen sich beispielswcisc Kcra- 60 
mik, Mel all. inshesondere lidclmclall. (j laser. Kunslstoffc, 
krisialline Maicrialicn b/.w. diinnc Schichicn des 'tragcrs. 
inshesondere dcr genannicn Maicrialicn. odcr (bio)molcku- 
larc I 'ilanicnic wie Cellulose, GcrUsiprotcinc. 

Einc besondcre Ausfiihrungsfonii isl dahcr ein erfin- 65 
dungsgemaBcs Erkennungssystcm, bei dem die Bindungs- 
komponenie A an cinen Tragcr iibcr cine kovalcnlc Bin- 
dung, quasi-kovaleme Bindung odcr supramotekularc Bin- 



dung durch Association von zwei oder mchreren molekula- 
rcn Spczien wie linearkonstituicrle Molckule, inshesondere 
Peptide, Pcploide, Proleine, linearc Oligo- oder Polysaccha- 
ride, Nuclcinsauren und dcren Analoga, oder Monomere 
wic Ileterocyclen, inshesondere Suckstoflhclcrocyclen, 
odcr nichdinear konslituierle Molekule wic verzweigte 
Oligo- odcr Polysaccharide odcr Aniikorpcr und deren funk- 
lionellc Tcilc wic l'V-Prdgmcntc, cinzclkcltige l ; v-V ; rag- 
rnenie (scEv) cxler I'ab-Pragmcnic, imniobilisicn isL 

In einer wcilcrcn Ausfiihrungsfonn isl die Bindungskom- 
ponenie A an definicrten Slcllen dcs Tragcrs, inshesondere 
in \kmn einer Matrix, immobilisierl, wobci die definicrten 
Slcllen des Tragcrs vor/ugsweisc adressicri sind. 

GemaB dem bcvorzuglcn Erkennungssystcm wird dahcr 
cin Molekul in der mobilcn (Puffer)- Phase rail dcr cnLsprc- 
chenden Komplcmenlarscqucn/ nur an dcr Position dcr pas- 
senden Adrcssc cinen supramolckularcn Komplcx sponian 
ausbilden. Sind an dicsc mobile Komplcmcntaradrcssc 
durch chcmischc (Kon jugale) oder supramolekulare Verbin- 
dungsbildung (Komplcxc) wcilcrc Einhcitcn mil besondc- 
ren Eunkiioncn wic z. B. der cincs Anlikorpcrs gebunden, 
wird jc nach verwcndclcn Adressenmustcr auf dernsclbcn 
Imntobili sal- Array cin untcrschicdlichcr Punkiionsarray 
aufgespannt. 

Die groBen Vorleilc eines solchen modularen Systems 
sind die identische einmalige Bcreilstcllung dcr Trugercin- 
hciten fur unterschiedlichsle Anwendungcn und die in situ 
Ur/cugung nichlhallbarcr Bio-Konjugalc ctwa aus Protci- 
ncn, Kn/,ymen odcr lebenden /cllcn und dem Paarungsrcst. 

Ein wciterer Vorteil isl die schritlweise Hr/cugung von 
Subsiralbindungscreignis und dem meBbarcn Bindungscr- 
eignis an der Triigcrposilion, d. h. das Subslrat kann vollig 
ungehinderl cinen erstcn Komplcx mil der los lichen, adres- 
sicrlen Komponcnic Oirkcnnungsspc/ic B) bilden und an- 
schlicBenci im Raum dcr Tragerposition paarend an die Bin- 
dungskomponcnlc A immobilisicrcn. 

lis ist fcrncr besonders bevor/ugt, wenn die Bindungs- 
komponentc A an cine Tragcr-lilcklrode dcs Tragcrs immo- 
bilisierl isl, da beispielswcisc durch cine Signal verslarkung 
dcs Impcdan/A'crhallcns von Trdger-ltlckirodcn bei Bin- 
dungscrcignisscn cin cleklronisch lesbarcs Signal cr/£ugt 
wird. EnLsprcchcnde Elektrcxlenproxcsse sind bei R. P. An- 
dres (1996) Science, 272, 1323-1325 und cnlsprcchende 
Impedanzmcssungcn sind bei M. Stclzlc cl al. (1993) J. of 
Physical Chcm., 97, 2974-2981 beschricben. 

Als Hrkcnnungsspczic B isl beispielswcisc cin Biomolc- 
kul geeignct, welches /.. B. ausgcwiihll isl aus cinem Peplid, 
Pcptoid, Protein wie Rczcpior oder funklionellc Tcilc davon 
wic die cxlrazellularc Domanc cincs Membran-slandigcn 
Rczeplors. Aniikorpcr oder funklionellc Tcilc davon wic l : v- 
iTHgmentc, einzclkctligc 1 ; v-l ; ragmcnlc (scT ; v) cxler E'ab- 
l ; ragcmcnlc, oder Xcllbcslandtcile wie Eipidc, Glykopro- 
leine, I ; i lament best andicile, cxler Vircn, Virenbcstandicile 
wic Kapsidc, odcr Viroidc, cxler dcren Dcrivatc wic Accialc 
und dcren wirksamc Tcilc, odcr Substan/.biblioihckcn wic 
Ensembles von sich sirukiurcll unicrscheidendcn Verbin- 
dungen, vor/.ugswcise oligomere odcr polymcrc Peplidc, 
Pcploide, Saccharide, Nuclcinsauren. 

Oblicherwcisc cnihall das Biomolckiil cine Bindcrcgion 
fur die Bindungskomponcnle A; die vor/ugsweisc cine dcr 
oben bcschricbencn Nuclcinsauren cxler dcren Analoga dar- 
slclll. Im allgemeinen wird hicrbci das Biomolckiil an cine 
ausgewiihlie Nuclei nsiiu re oder Analogon iibcr cinen Linker 
gebunden Beispielswcisc cignet sich cin Uracil-basicrendcr 
Linker, bei dem vor/.ugswcise die 5-Position dcs Uracils 
modifizieri wurde. /.. B. N-Phihaloylaminoeihyluracil. abcr 
auch cin Indol-basicrcnder Linker, vor/.ugswcise Try pi a- 
mindcrivatc, wie /. B. N-Phihaloylirypiamin. 



DE 197 41 716 A 1. 



In cincr bcsonderen AusfUhningsform enihait die immo- 
bilisicrte Bindungskomponcnie A vcrschiedenc Bindcstcl- 
lcn fur verschicdenc Iirkennungsspczicn B, wodurch ver- 
schicdcne Iirkennungsspczicn R an der Hindungskomno- 
ncnte A bindcn konncn. 

In cincr weitcrcn Ausfuhrungsform isl mindeslcns cine 
wcitcrc lirkcnnungsspczic B an die Bindungskomponcnie A 
immobilisiert, 

Dahcr ist cin wciicrcs crfindungsgcntaBes lirkcnnungssy- 
slcm dadurch gckenn/.eichncl, daB es 

(a) mindeslcns cine immobilisicrte Bindungskompo- 
ncnie A mil mindeslcns 2+n vcrschicdcnen Bindcslcl- 
Icn fur mindeslcns 2+n vcrschiedenc Iirkennungsspc- 
zicn Bl, B2 ... Bn und cine wcilcre von der lirkcn- 
nungsspczic Bl, B2 . . . Bn vcrschiedenc lirkcnnungs- 
spczic B(n+3), die an die immobilisicnc Bindungs- 
komponcnie A immobilisiert isl, und 

(b) mindeslcns (n+3) vcrschiedenc ltrkennungsspc- 
/.icn Bl. B2. . . B(n+3), wobci n cine gan/c Zahl von 
0 20, vorzugsweisc 0 10, insbesonderc 0-5, vor allcm 
0 oder 1 bcdcutcl. 

In cincr wcilcren Ausgcslallung slammt die lirkcnnungs- 
spczic Bl, B2 . . . Bn aus cincr Subslanzbiblioihek. 

Zur Sirukluranalysc cincs Komplcxcs aus cincr Subslanz- 
biblioihek isl cs besonders vortcilhafl, wenn die Slruklurder 
lirkcnnungsspczic B(n+3) bekannl isU und/odcr die vcr- 
schicdcnen Iirkennungsspczicn B dassclbc Subsirat S crken- 
ncn. 

Das Subsirat S isl im allgcmcincn ausgewahll aus Molc- 
kulc, vorzugsweisc Arzncistoffe und Pflanzcnschutzwirk- 
stotTc, Mclabulilcn, physiologische BolenslolTc, Deri vale 
von Ix;itslrukturen, Subslanzen, die im mcnschlichcn odcr 
lierischen Korpcr im l ; all von krankhaflcn Vcrandcrungen 
produzicrt oder im crhohlen MaB produzicrt werden, oder 
Ubcrgangs/.uslandanaloga, cxlcr Peptide, Pcpioide, Prolcinc 
wic Rczcplorcn (xicr funkiioncllc Tcilc davon wic die cxlra- 
zcllularc Domanc cincs Mcmbran-standigcn Rczcplors, An- 
likorper cxlcr funkiioncllc Tcilc davon wic Fv-Fragmcntc, 
cinzclkcltige l : v-l ; ragiucnlc (sc1 ? v) odcr Fab-Fragcmcntc, 
otlcr /cllbesiandtcilc wic Lipide, Glykoprolcinc, Pilamcnl- 
hcslandleile, oder Viren, Vircnbcslandlcilc wic Kapside, 
odcr Viroidc, odcr dcrcn Deri vale wic Acetate, odcr Mono- 
mere wic ITcicro/.yklen, insbesonderc SlickstofThcicrozy- 
klcn, odcr nicht linear konsiiiuicric Molckulc wic vcrzwciglc 
Oligo- <xler Polysaccharide, odcr Subslanzbibliolhekcn wic 
linsembles von sich sirukiurell unicrscheidendcn Vcrbin- 
dungen. vorzugsweisc oligomcrc cxlcr poly mere Peptide, 
Pcpioide, Saccharide, Nuclei nsauren, lislcr, Acclalc odcr 
Monomcre wic TIelcrocyclen, T.ipidc, Slcroidc, cxlcr An- 
grifTsslrukiurcn von Pharmaka, vorzugsweisc Arzncimiltel- 
rczcploren, spannungsabhangigc lonenkanale. Transporter, 
linzyme cxlcr Biosynihese-liinhciicn von Mikroorganisnien. 

Subslanzbibliolhekcn sind dem I ; achmann aus dem Bc- 
rcich der kombinaiorischen ('hemic bekannl . Bcispiclc sind 
die Icichi zugiinglichcn Pcplidbibliolhckcn, crzcugi durch 
Pennuiaiion dcrPeptidscqucnz. Paarcn solchc Biblioihckcn, 
cnlsichcn vollig ncuc Supra- Molckulc bzw. Komplcxe. Die 
bcachllichc Anzahl moglicher Komplcxe bcinhaltel mogli- 
chcrwcisc lirkcnnungsrcgioncn fur Subslrai-Molekulc. ahn- 
lich dem lipilop cincs Anlikorpcrs. Die Ausfuhrungsform 
liiUl dann cin Screening cincs solchcn sIcKhaslischcn Bin- 
dungscrcignisses zu. Isl cine der Konjugai biblioihckcn an 
den Tragcr gebunden. kann durch die Codonadrcssc bzw. 
bci gleichh lei bender Adrcsse durch seine bloBc Position di- 
rckl seine Idcniilal (z. B. die Pcplidsequenz) fcslgclegl wer- 
den. Der Array crzcugl fur cincn der Pa arungssi range cine 



sogcnannie codicne Biblioihck und vercinfachl die Kom- 
plexanalyuk der supramolckularen Biblioihck. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform slelll das 
erfindungsgeniaBe Krkennungssyslem einen Immunoassay 
5 dar. 

Ein andcrer Gcgcn stand der vorticgenden Erfindung ist 
auch cin Verfahren zur Idcntifizierung eines Subslrales S in 
cincr Probe mil Hilfc des ertindungsgcmaBcn Rrkennungs- 
systcms, bci dem 

10 

(a) cine lirkcnnungsspczic B, die das Subsirat S cr- 
kcnnl, mil der Probe in Konlakl gcbracht wird. 

(b) gleichzcitig odcr nachcinandcr mil cincr immobili- 
sicrlcn lirkcnnungsspczic B in Konlakl gebrachl wird, 

15 und 

(c) die Bildung cincs Komplcxcs aus immobilisicrter 
Bindungskomponcnie A, lirkcnnungsspczic B und 
Subsirat S nachgcwicscn wird. 

20 Insbesonderc wird bci dem crhndungsgc mafic n Verfahren 
die Bildung des Komplcxcs iiber physikalisehc Parameter 
wic Tcmpcralur, Salze, Losungsmitlel, clcklrophorclischc 
Vorgange gcslcucrt. 

Im allgcmcincn wird der sich gebildcle Komplcx iiber 

23 einc Markierung wic cine radi oak live odcr lluorcszicrcnde 
Markicrung, cnzyinatischc Markierung, Redox markierung, 
Spinnmarkicrung der lirkcnnungsspczic B nachgcwicscn, 
oder iiber den Komplcx sclbsl, bci spiels wcisc iiber lilcklro- 
denprozesse wic iiber chemischc Prozcssc, z. B. Redox pro- 

30 zessc in der Umgebung oder an der Elcktrodc odcr iiber cine 
physikalisehc McBgroBc wic iiber Impcdanzmessung odcr 
Glcichstrommessung. 

Bcsondere Amplifizicruugs- odcr Vorkonzcntricrungs- 
schrittc der Substrate werden son lit. fur vicle Anwcndungcn 

35 nicht bcnoligl, was besonders vortcilhafl ist. Die chemischc 
und physikalisehc Hcterogcnitat der Positioncn vor und 
nach den Paarungscrcignissen kann zudem mil dem dirckl- 
elcklronischcn Verfahren schr vortcilhafl durch Paramctri- 
sicrung bzw. liichung iiber die Software eliminicrt werden. 

40 Das Problem, daB wichligc Substraimolekulc fur solchc 
Anwcndungcn Molckulc der nalurlichcn Paarungssysteme 
DNA und RNA selbsl scin konncn unci somit mil der Adrcs- 
sicning in storende Wcchsclwirkung trctcn wiirden, wird da- 
durch gclost, daB besonders stabile, selcklivc und nicht-na- 

45 turlichc Paarungssysteme, wic /.. B. p-NA's, verwcndci wer- 
den. 

Die vorlicgcndc lirhndung beziehl sich dahcr auch auf cin 
Verfahren, mil dem lirkennungsspecies, bevorzugt natiirli- 
chc DNA- cxlcr RNA-Slrangc und Protcinc, dabci bevorzugt 

50 Anlikorpcr odcr funkiioncllc Tcilc von Ami korpcr, durch p- 
NA-Abschniltc, bevorzugt p-RNA-Abschnilie. cindeulig 
codicri werden. Dicsc konncn dann mil den zugchorigen 
Codons auf cincm fcsien Tragcr hybridisicri werden. Damil 
kann auf cincm fcslcn Tragcr, der in Form eines Arrays mil 

55 Codons ausgcstaiiei ist, nur durch liinstellung von llybridi- 
sierungsbedingungen mil imrncr ncucn Kombinaiionen von 
lirkennungsspecies an den gcwiinschicn Positioncn i miner 
ncuc, diagnostisch niitzlichc Arrays aufgebaul werden. Wird 
dann der Analyt. bcispiclswcisc einc biologischc Probe wic 

60 Serum o. ii. aufgcbrachl, dann werden die zu delcklicrenden 
Species in einem bcsiimmlcn Muslcr auf dem Array gebun- 
den, welches dann indircki (z. B. durch I 'luorcszenzmarkie- 
rung der lirkennungsspecies) odcr dircki (z. B. durch Impc- 
danzmessung am Ankniipfungspunkl der Codons) regislrieri 

65 wird. Dann wird die Tlyhridi sic rung durch gccignctc Bcdin- 
gung aufgehoben Clcmperalur, Salzc, Losungsmiticl, clck- 
lrophorclischc Vorgange), so daB wieder nur der Tragcr mil 
den Codons zuruckbleibl. Dicser wird dann crncut mil andc- 
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ren Erkcnnungsspecies beladen und wird z. B. filr den glci- 
chen Analyten fUr die Ermiltlung cincs andcren Musters 
verwendct. Die immcr neue Anordnung von Erkcnnungs- 
species im Array-Formal und die Verwcndung von p-NA's 
als Paarungssystcmc ist gegenubcr andercn Syslemen, sichc 5 
z. B. WO 96/13522, besonders vorlcilhafl. 

Nach dem crfindungsgcmaBcn Verfahren kann in einem 
wcilcrcn Schrilt der Komplcx aus lirkennungsspczic B und 
Subslral S auch i solicit werden. Hierzu wird z. B. dcr Kom- 
plcx aus lirkennungsspczic B und Subslral S nach Hinfricrcn 10 
des Bindungsgleiehgcwichts odcr kovalcnlcs Cross-Linking 
von lirkennungsspczic B und Subslral S isolicrl. 

Das crfindungsgcmaBc Erkcnnungssystcm cigncl sich 
folglich besonders gut zum Auffindcn cincs Substrates S, 
zur Diagnose, zur llcrstcllung eines Katalysaiors und/odcr 15 
zur Hcrslcllung eines elcklronischcn Bauleils, insbesondcre 
zum Auffindcn, zur Optimierung und/odcr zur Herstellung 
cincs Arznciwirkslofics odcr Pflanzcnschutzwirkstofics. 

Jc nach den synlhelisierlen Adresscn konncn somil fur 
unterschiedlichc Fragestellungcn bzw. diagnoslische Pro- 20 
blcmc schncll Kits zusarnmcngeslcllt werden, die auf dern 
existierenden t^odon-Array in situ das Tcslsystem durch 
Paarung bildcL Bcvorzugt werden Biomolckulc, z. B. ganz 
allgcmcin Zcll- odcr Virus- Bcslandteile, ganz besonders 
inonuklonale Anlikorpcr oder dcrcn futiki ionelle Teile. 25 

Die folgcndcn Figurcn sollen die Erhndung nahcr be- 
schreiben, ohne sie zu beschranken. 

besciirhibung der wguren 

:w 

Fig. 1 zcigi schematisch das allgcmcinc Prinzip eincr Er- 
kennungsspczic, die in silu um cin zu crkennendes Subslral 
crzeugi wird. Die Komplcx ierungseinlieil (Peplid) kann 
durch cine Tragcnnatrix bckannt sein. TTicrbei bildcl sich 
cine thcrrnodynarnisch odcr kinetisch kontrollicrl konslilu- :« 
icne Bindungstaschc als Komplcx mil dem Subslral. Die zu 
alien B-liinhciien komplcmcnlarc Paarungscinhcit A ist arn 
Tragcr lixiert (imrnobilisiert). 

Fig. 2 zeigt schematisch cine Anordnung von immobili- 
siertcn Erkcnnungsstrukiurcn (Arrays) auf einem festen 'lVa- 40 
gcr. 

Fig. 3 zeigt schematisch die modularc Erzeugung cincs 
supramolckularcn Arrays. Auf dem gleichen Anticodon- 
Trager werden durch Adrcssierung mil den selcklivcn Paa- 
rungsregioncn unierschicdlichc Immunoarrays aufgebaul. 45 

Fig. 4 zeigt schematisch den Aufbau eines Arrays mil 4 
Tragcrposilionen (Elcklrodcn) und das MeBprinzip. 

Fig. 5 zcigi schematisch UV-spckiroskopisch und Impe- 
danz-spckiroskopisch den Nachwcis dcr Paarung dcr Anii- 
codon-Codon-Molekiilc. Durch Tcnipcralurcrnicdrigung 50 
paarcn die Strange, dcr PufTeriiberstand verarmi, die UV- 
lixtinklion des Uhcrsiandes nimmt ab bzw. die Verandcrung 
dcr Flektrodendoppclschichl wirki auf die Impcdanzmcs- 
sung. 

Fig. 6 zcigi schematisch die Funklionswcisc eines adres- 55 
siencn Immunoarrays. l>ediglich Elcktrodc 3 tragi die pas- 
sende Adrcssc zu einem Aniikorpcr-Paarungsstrang-Konju- 
gai. Wird das passende Antigen zugegeben, vcranderi sich 
die Impcdanz an dcr Flcklrodc 1 andcrs als durch blotSc Puf- 
fer verandcrung an den andcren Elcklrodcn. 60 

Patcnianspruche 

1. Erkcnnungssystcm cnthalicnd 

(a) mindestens cine inuuobilisierte Bindungs- 
komponcnlc A mil mindestens eincr Bindestclle 
fiir die lirkennungsspczic B und 

(b) mindestens cine lirkennungsspczic B, die an 



6A fc , 

die Bindungskomponcnle A binden kann, 

2. Erkcnnungssystcm nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzcichncl, daB die Bindung dcr Bindungskompo- 
nente A an die Krkennungsspczie B in Form eines mo- 
lekularcn Paarungssystems crfolgt. 

3. Erkcnnungssystcm nach Anspruch 2, dadurch gc- 
kennzeichncL daB das Paarungssyslcm einen Komplex 
darslcllt, dcr durch Assozialion dcr Bindungskompo- 
ncnle A mil dcr lirkennungsspczic B Ubcr nicht-kova- 
lenlc Wcchsclwirkungcn gcbildcl wird. 

4. Erkcnnungssystcm nach Anspruch 3, dadurch gc- 
kcnnzcichncl, dali die nicht-kovalcntcn Wcchsclwir- 
kungcn ausgcwahli sind aus Wassersloflbruckcn, Salz- 
brucken, Slapelung ("Slacking"), Metal ligandicrungen, 
Charge-Transfcr-Komplexc und hydrophobe Wcchscl- 
wirkungcn. 

5. Erkcnnungssystcm nach einem dcr Ansprlichc 2-4, 
dadurch gckcnnzcichnct, daB das molckularc Paa- 
rungssystem einc Nuclcinsaure und deren Analoga ent- 
halt. 

6. Erkcnnungssystcm nach Anspruch 5, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Nuclcinsauren und deren Ana- 
loga eine Pentose, vorzugsweise cine Penlopyranose 
odcr Pcntofuranose ist. 

7. Erkennungssyslem nach Anspruch 6, dadurch ge- 
kennzcichncl, daB die Pentose ausgcwahli isLaus eincr 
Ribose, Arabinosc, Lyxose oder Xylose. 

8. Erkcnnungssystcm nach einem dcr Anspruchc 5-7, 
dadurch gckcnnzcichnct. daB die Nuclcinsaure und de- 
ren Analoga ausgewahlt isl aus Pyranosyl-RNA (p- 
RNA), Nuclcinsaure mil eincr oder mehrcrcn Arnino- 
cyclohcxylcmansaurc(CNA)-Einheiien, peptidische 
Nuclcinsaure (PNA), oder ciner Nucleinsaure mil eincr 
odcr mehrcrcn 1 2- Ami no-4-(carboxy methyl )cyclo- 
hexyl]-Nuclcobasen. 

9. Erkcnnungssystcm nach einem dcr Anspruchc 5-8, 
dadurch gckcnnzcichnct, daB die Nuklcobase dcr Nu- 
clcinsaure odcr dcrcn Analoga ausgcwahli isl aus Pu- 
rin, 2,6-Diaminopurin, 6-Purinlhiol, Pyridin, Pyrimi- 
din, Adcnin, Guanin, Isoguanin, 6-Thioguanin, Xant- 
hin, ITypox anthin, Thymidin, Cytosin, Isocylosin, In- 
dol, TrypUimin, N-Phthaloyllryplamin, Uracil, Coftcin, 
Thcobromin, Thcophyllin, Bcnzotriazol oder Acridin. 

10. Erkcnnungssystcm nach einem der Anspruchc 5-9, 
dadurch gckcnnzcichnct, daB die Nuclcinsiiurcanaloga 
ausgcwahli sind aus Ribopyranosyladcnosin, Ribopy- 
ranosylguanosin, Ribopyranosylihymidin, Ribopyra- 
nosylcyiosin, Ribopyranosyl try plan tin odcr Ribopyra- 
nosyl-N-phlhalolryptaniin, Ribopyranosyl-uracil odcr 
deren |2-Amino-4-(carboxymclhyl)ribopyranosyI|-Dc- 
rivalc. 

11. Erkennungssyslem nach einem dcr Anspruchc 
5-10, dadurch gekcnnzcichncl, daB die Liingc dcr Nu- 
clcinsaure und dcrcn Analoga mindcsiens ca. 4 50, 
vorzugsweise mindestens ca. 4 25, insbesondcre min- 
destens ca. 4 15, vor allcm mindestens ca. 4 10 Nu- 
kieotide isl. 

12. Erkennungssyslem nach einem dcr Anspruchc 
1 11, dadurch gekcnnzcichncl. daB die Bindungskom- 
poncnle A an einem Tragcr immobilisicrl isl. 

13. Erkcnnungssystcm nach Anspruch 12,dadurch ge- 
kcnnzcichncl, daB der Tragcr ausgcwahli isl aus Kcra- 
mik. Metal I, insbesondcre lidclmctall. G laser, Kunsl- 
stoffc, kristalline Matcrialicn b/.w. dUnne Schichlcn des 
Triigcrs, insbesondcre dcr genannten Matcrialicn, oder 
(bio) molckularc lilamenle, wic Cellulose, Cjcriisipro- 
icine. 

14. Erkcnnungssystcm nach Anspruch 12 oder 13, da- 
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durch gekennzcichnct, daB die Bindungskomponenic A 
an cincn Triiger ubcr cine kovalenle Bindung, quasi - 
kovalenie Bindung cxlcr suprarnolckularc Bindung 
durch Assoziaiinn von zwei fxler mchreren molckula- 
ren Spczien wie linearkonsiituicrte Molekiilc, insbc- 5 
sondcre Peptide. Pepioidc, Protcinc, linearc Oligo- 
cxier Polysaccharide. Nucleinsaurcn und dercn Ana- 
loga, oder Mononiere wie I lelcrocyclcn, insbesondcre 
SticksioI'llieiertK-yelen. (xier nichi linear konsLiiuierte 
Molekiilc wie ver/.wcigic Oligo- cxlcr Polysacharide 10 
oder Aniikorper und dcren funklioncllc Tcilc wie Fv- 
Fragmenie. ein/.elketiige l'v-Fragmcntc (scFv) oder 
Fab-Fraginenic, iuunobilisierl isl. 

15. lirkennungssyslem nach eincm dcr Anspriichc 12- 
14, dadurch gekcnn/cichnci. daB die Bindungskonipo- 15 
nenie A an delinicncn Sic lien des Triigcrs, vorzugs- 
wcisc in Form einer Mulnx. imiiiobilisiert isl. 

16. lirkennungssyslem nach Ansprueh 15. dadurch gc- 
kennzeichnet, daB die delinicrten Slellen des Tragcrs 
adressicrl sind. 20 

17. lirkennungssyslem nach cine in tier Anspriichc 12- 
16, dadurch gekenn/.eichnei. daB die Bindungskompo- 
nenle A an cine Triiger- Elcktrcxle ties Triigcrs immobi- 
lisicn isl. 

18. lirkennungssyslem nach eineni tier Anspriichc 1- 25 
17 dadurch gekennzeichnct. daB die lirkennungsspe/.ic 

B ein Bioniolekul ist. 

19. lirkennungssyslem nach Ansprueh 18. dadurch ge- 
kennzcichnct, daB das Bioniolekul ausgewahll ist aus 
Pcptid, Pcploid, Protein wie Rezeptor oder funklionclle 30 
Tcilc da von wie die exira/ellulare Domane eines Mcm- 
bran-slandigcn Rczepiors, Aniikorper oder funklio- 
ncllc Tcilc da vol i wie Fv-Fragmenic, ciii/elkellige Fv- 
l ; ragmcnle (scl'V) oder Fab-Frugemente, <xler Zell be- 
st andieilc wie T Jpidc, (Jl ykoproicine. l : i lament bcsl and- 35 
tcilc. oder Vircn, Virenheslandleile wie Kapsidc, oder 
Viroide, oder dcren Deri vale wie Acetate und dercn 
wirksame Tcilc. oder Substan/biblioihekcn wic En- 
scmbles von sich siruklurell unlerseheidendcn Vcrbin- 
dungen, vor/ugsweisc oligomerc cxlcr poly mere Pep- 40 
tide, Pepioidc, Saccharide, Nucleinsaurcn. 

20. lirkennungssyslem nach cincm der Anspriichc 
1 19, dadurch gekcnn/cichnci, daB die mimobilisiertc 
Bindungskomponenic A verschicdene Bindcslcllcn fur 
vcrschicdcnc lirkennungsspe/.ien B enthalt, wodurch 45 
verschicdene lirkennungsspc/ien B an dcr Bindungs- 
komponenic A binden konnen. 

21. lirkennungssyslem nach cincm der Anspriichc 1- 
20, dadurch gekcnn/cichnci, dali mindestens cine wci- 
lere lirkennungsspe/.ic B an die Bindungskomponenic 50 
A inimohilisierl isl. 

22. lirkennungssyslem nach Ansprueh 20 oder 21 , da- 
durch gekcnn/cichnci, daB cs 

(a) mindestens cine immobilisierte Bindungs- 
komponenic A mil mindestens 2+n verschicdcncn 55 
Bindcslcllcn fur mindestens 2+n vcrschicdcnc Er- 
kennungsspe/.ien Bl, B2 Bn und cine wciicrc von 
der lirkennungsspc/ie Bl, B2 ... Bn verschic- 
dene lirkennungsspe/.ic B(n+3). die an die immo- 
bilisierte Bindungskomponenic A inimohilisierl GO 
isl, und 

(b) mindestens (n+3) vcrschicdcnc lirkennungs- 
spe/.ien Bl, B2 . . . B(n+3), 

wobei n cine gan/c /,ahl von 0 20, vor/.ugsweisc 0 10, 
insbesondcre 0 5, vor allcm 0 oder 1 bcdeutct. 65 

23. lirkennungssyslem nach Ansprueh 22, dadurch ge- 
kenn/eichnet. daB die lirkennungsspe/.ic Bl Bn 

aus cincr Substan/biblioihek slammi. 



24. Erkennungssystem nach Ansprueh 22 oder 23, da- 
durch gekennzeichnct, daB die Slruklur dcr Erken- 
nungsspczie B(n+3) bckannt ist. 

25. Erkennungssystem nach eincm der Anspriichc 
20-24, dadurch gekennzeichncL, daB die verschiedencn 
Erkennungsspczien B dassclbc Subslral S erkenncn. 

26. Erkennungssystem nach Ansprueh 25, dadurch ge- 
kcnn/cichnci, daB das Subslral S ausgewahll isl aus 
Molekiilc, vor/ugsweisc Arzncisioflc und Pflanzcn- 
schut/.wirkstofTc, Mctabolilen, physiologische Botcn- 
stoffe, Deri vale von Lcilstruklurcn, Subslanzcn, die im 
menschlichen oder licrischen Korpcr im Fall von 
krankhaflen Vcranderungcn pnxluzicrt oder im erhoh- 
ten MaB produ/icrt werden, oder Uhcrgangszustanda- 
naloga, oder Peptide, Pepioidc, Protcinc wic Rczcplo- 
rcn oder funklioncllc Tcilc da von wie die exLra/ellulare 
Domane cincs Mcmbran-standigcn Rczepiors, Anii- 
korper oder funklioncllc Tcilc da von wic Fv-Frag- 
mente, ein/elkcttigc Fv-Fragmcnle (scFv) oder Fab- 
Frdgeinente, oder Zell bcslandlcilc wic Lipidc, Glyko- 
prolcinc. Filamenlbestandteilc, oder Vircn, Vircnbe- 
slandteile wic Kapsidc, oder Viroide, oder dercn Deri- 
vale wic Acetate, oder Monomcrc wic Hctcro/yklcn, 
insbesondcre Slicksiofifhclcrozyklcn, oder nichliinear 
konslituierte Molekiilc wie ver/weiglc Oligo- oder Po- 
lysaccharide, oder Subslanzbibliothcken wic Ensem- 
bles von sich siruklurell unlerseheidendcn Verbindun- 
gen, vor/ugsweisc oligomerc oder poly mere Pcplide, 
Pepioidc, Saccharide, Nucleinsaurcn, Esler, Acelalc 
oder Monomcre wic I lelcrocyclcn, Lipide, Stcroidc, 
oder Angriffsstruklurcn von Pharmaka, vorzugsweisc 
Ar/neirniiielrezepiorcn, spannungs-abhangige Ioncn- 
kanale, Transporter, Enzyme oder Biosynlliese-Einhei- 
ten von Mikroorganismen. 

27. Erkennungssystem nach einem der Anspriichc 
1-26. dadurch gekennzcichneU daB cs eincn Immuno- 
assay darslellt. 

28. Vcrfahrcn zur Idcntifizicrung cincs Subslralcs S in 
einer Probe mil Hilfe des Erkcnnungssy stems gcmaB 
eincm dcr Anspriichc 1-27, dadurch gekcnn/cichnci, 
daB 

(a) cine Erkcnnungsspc/.ic B, die das Subslral S 
erkennt, mil der Probe in Konlakt gebrachl wird, 

(b) gleichzcilig oder nachcinandcr mit cincr im- 
mobilisicrten Erkcnnungsspc/.ic B in Konlakt ge- 
brachl wird, und 

(c) die Bildung cincs Komplcxcs aus immobili- 
siencr Bindungskomponenic A. Erkennungsspc- 
/.ic B und Subslral S nachgewicsen wird. 

29. Vcrfahrcn nach Ansprueh 28, dadurch gckenn- 
7cichnel, daB die Bildung des Komplexes ubcr physi- 
kaiischc Parameter wic Tempera! ur, Salzc, Losungs- 
miltcl, clckirophorclischc Vorgange gcstcucrl wird. 

30. Vcrfahrcn nach Ansprueh 28 oder 29, dadurch gc- 
kennzcichnet, daB dcr Komplex ubcr cine Markicrung 
wic cine radioaktive oder fluoreszicrendc Markicrung, 
cnzymaiischc Markicrung, Redox markierung, Spinn- 
markierung dcr Hrkennungsspezie B nachgewicsen 
wird. oder ubcr den Komplex sclbsl, bcispiciswcisc 
ubcr Eleklrodenprozcssc wic iibcrchcmischc Pro/cssc, 
z. B. Redox prozesse in dcr Umgcbung oder an dcr 
Eleklrode oder ubcr cine physikalischc McBgriiBc wic 
iibcr Impedan/mcssung oder Gleichsirommessung. 

31. Vcrfahrcn nach cincm der Anspriichc 28 30, da- 
durch gekcnn/cichnci, daB in cincm wcilcrcn Sehrili 
der Komplex aus Erkcnnungsspc/.ic B und Subslral S 
isolicri wird. 

32. Vcrfahrcn nach Ansprueh 31, dadurch gckenn- 
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zcichncl, daB dcr Komplcx aus Hrkennungsspczic B 
und Subslrat S nach Kinfricrcn des Bindungsgleichge- 
wichts odcr kovalcnlcs Cross-Linking von Erkcn- 
nungsspczie H und Xubslral S isoliert wird. 
33. Vcrwcndung des lirkcnnungssysicms gcmaB ci- 5 
ncm dcr Anspriichc 1 27 /.urn Auffindcn cincs Substra- 
ics S, zur Diagnose, /ur TIcrslcllung cincs KalalysaLors 
und/oder /.ur 1 Icrslcllung cincs clcklronischcn Bautcils, 
insbesonderc zuin AulTindcn, /.ur Opiirnicrung und/ 
<xlcr /.ur He rstel lung cincs Ar/.nciwirkstoflcs odcr io 
Pnanzenschulzwirkstoffes. 
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